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欧米人の 甲状腺腫瘍 では , rα∫遺伝 子の 変異が腫瘍形成の 初期段階で生 じてい る こ と が報告 されて い る . しか し, こ の
こ とを 日 本人の 甲状腺腫瘍 を対象と して検討 した 報告は少 ない ･ 本研究で は , 42例の 甲状腺腫瘍に お け る H-, K- , N- r 耶 遺伝子
そ れぞれ に つ い て , コ ド ン12 と61の 点突然変異 の 有無を P C R法 と ス ロ ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 法 を用い て 検討
した ･ 21 ゲー ジ針 で得られ た 穿刺吸引細胞 を使 い 乳頭癌 7例 , 未分化癌 1例か ら , ま た新鮮手術標本を用 い 濾胞腺腫11乳 腺
腫様甲状腺腫 6胤 乳頭癌1 5例 , 濾胞癌 1 札 未分化癌1例か ら D N A を抽出した . 抽出した D N Aを , H-. K- , N- ra Sコ ド ン
1 2 と61に 関 して P C R法に よ り増幅 し, コ ド ン12 で は正 常型以外 に 8穫猟 コ ド ン61 でほ 8種類 の 点突然変異特異的 プ ロ ー ブ
を 用 い よ ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 法で 変異 r α∫遺伝子を検出した ■ 手術標本の 良性腫瘍で ほ , 濾胸腺慮1例
と腺踵様甲状腺慮 1例で点突然変異を認め た ･ また 手術標本甲悪性腫瘍で は , 濾胞癌1例で点突然変異が検出されたが , 乳頭
痛 , 未分化癌 で ほ変異は認め な か っ た ･ 一 方穿刺吸引細胞で ほ ▲ 乳頭痛 , 未分化癌とも , r α∫遺伝 子 の 変異ほ検出され な か っ
た ･ 穿刺吸引細胞 と新鮮手術標本の 結果を合わ せ ると , 良性腫瘍で は 濾胞腺腰11例中1例(9 %=こ, 腺腫様甲状腺腫 6例中1例
(17 %) に 点突然変異を認め た ･ しか し , 悪性腫瘍 では25例中濾胞痛の 1例 に 点突然変異を認め たの み で , 乳頭 胤 未分化癌で
ほ r α∫遺伝子の 変異は検出され なか っ た ･ また , 変異 r α∫遺伝 子を認め た濾胸腺鼠 腺腰様甲状腺魔 の 症例は , 変異を 認め な
か っ た症例 と比 べ て 臨床像 に 特異な点 ほな か っ た ･ 以上 よ り, r α∫遺伝子の 変異は 日本人 の 甲状腺腫瘍 で ほ 欧米人 の もの に 比
べ る と 少なく , 限 られ た 一 部の 症例 で の み腫瘍形成に 関与 して い る可能性が考え られ た . また . 穿刺吸 引細胞を用 い た 化 ∫ 遺
伝子変異 の 解析ほ , 術前遺伝 子診断と して 施行可能 で あるが そ の 有用 性に は限界があるもの と 思わ れ た .
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P C R
本邦 に おけ る甲状腺 の 結節性病変 の 有病率ほ , 検診 で見い 出
さ れ る も の だ け で も腺腫あ る い ほ 腺腫様 甲状腺塵 で 0.5～
2･4%
l)
, 甲状腺癌 で 0.12～ 0.63 %1 ト 3)と か な りの 高頻度に 認め ら
れ る ･ また ト 踵瘍性病変に 限 っ ても良性の 濾胞腺歴か ら予後良
好 な分化癌であ る乳頭癌や濾胞癌 , 予 後の 極度に 悪 い 未分化痛
ま で 様 々 な 生物学的悪性度 を有す るもの が 含まれ るた め , 甲状
腺結節性病変の 適確な診断 と適切な治療方針の 決定ほ 日 常診療
上重要 で あ る . 今日 上 座瘍 の 術前診断と して 穿刺吸 引細胞診が
行わ れ てお り , 特に 乳頭癌 の 診断に ほ 感度, 特異性ともに 高く
そ の 有用 性が 評価 され て い る4〉. しか し , 濾 胞腺歴 と濾胞痛 の
鑑別ほ穿刺吸引細胞診 で も しば しば 困難であり , 腫瘍摘出衝後
に 組織像を詳細に 検討 して 初め て 良性か悪性か が 判明する こ と
が 多い こ と や , 腺腰様甲状腺腫内に 生 じた結節が単な る過形成
で あ るか , 腺腫 ある い ほ病歴 で ある の か に つ い て も診断困難 な
こ と が ある等 , 穿刺吸引細胞診も完成 され た診断技術と は 言い
難い .
近年の 分子生物学的研究の 進歩に よ り , 腫瘍の 形成に は少な
く と も 5 ない し6種類以上 の 癌遺伝子, 癌抑制遺伝子の 異常が
関与 して い る こと が 明 らか と な り5), 甲状腺腫瘍 に お い て も ,
rd ∫. m ツC , rれ 圧点, p53等の 癌遺伝子の 変異あ るい ほ発現異常が
腫瘍化 をもた ら して い る可能性が推定 さ れ て い る6). そ の 中 で
もr α∫遺伝子の 変異は欧米人 に お け る甲状腺腫瘍で は比較的高
頻度であ り, Le m oin eらT)8)は濾胞癌15例中 B例, 乳頭癌10例中
2例に , Su ar ezら9一は 乳頭癌1 3例中8例に , Namba ら10)は乳頭
癌14例中3例に 化 ∫ 遺伝子変異を認め たと 述べ て い る . これ ら
の 報告 で は , 濾胞腺腫な どの 良性腫瘍 で も変異を認め る場合が
ある こ と よ りrα∫遺伝子 の 点突然変異ほ腫瘍形成の 初期の 段階
に 生ずる 可能性が 示唆され て い る8)18). 一 方で ほ Karga ら1t)の よ
う に , 濾胞癌14例中遠隔転移を認 め た 2例の み に rα∫ 遺伝 子変
異 を認め , rd ∫ 遺伝子 変異 と生物学的悪性度と の 相関を 示 唆 し
た報告もある . しか し, 甲状腺腫瘍に おけ る変異 rαJ 遺伝子 の
検討で報告され た もの は ほ とん どが欧米人 とく に 白人を対象と
した もの で あ り, 本邦で の 検討ほ 少な い . 甲状腺腫瘍の 発症頻
度は各阻織型別に みた 場合 , 国ある い ほ地域毎に か な り異 な っ
て い る こ とよ り, 腫瘍化に は 環境因 子 が大きな影響を及ぼ して
い ると 考え られ て い る12) .
平成 6年12月14日受付, 平成 7年1月23 日受理
A b breviatio ns: Arg, arginin e; Asp, aSparatic acid; Cys, CyStein e; d U T P, de o xyuridine 5
,
-triphosphate;
E C L, enha n c ed chemi 1u min esc e n ce; F, fe m ale; F N A, fine - needle aspiration; G AP, G T Pase activ ating
protein; Gln, gluta mine; Gly, glycin e; H R P, ho rs､eradish pero xidase; Lys, 1ysine; M , m ale
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本研究で は , 日 本人の 甲状腺腫瘍 に お ける 牲, K - , N-r α∫遺伝
子それ ぞれ の 変 異の 有無に つ い て , P C R法 と ス ロ ッ ト プ ロ ッ
ト ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 法を用 い て 検討 した . また 巨 腫瘍摘
出手術以前の 遺伝子診断法と して の 可 能性を調 べ る 目的 で , 材
料と して新鮮手術標本に 加 え て穿刺吸引細胞 を用 い た 検討も
行 っ た .
材料お よび方法
Ⅰ . 対 象
1992年4月 か ら1994年 2月 ま で に 金沢大学医学部附属病院第
一 内科お よ び 関連病院 に て 得 られ た 甲状腺穿刺吸引細胞 8例
と , 甲状腺腫瘍 と して手術 され た新鮮手術標本34例 の 合計42例
を対象 と した . 穿刺吸引細胞は甲状腺腫瘍を超音波誘導下で21
ゲ ー ジ針で穿刺 し注射簡内の 陰圧 に よ り吸引する こ と に よ り採
取 し13), - 80 ℃ で保存 した . また 新鮮手術標本は標本 の 一 部 を
- 80 ℃で保存 して使用 した . 甲状腺腫瘍 の 診断は甲状腺癌取扱
い 規約‖) に 従 っ た . 穿刺吸引細胞は乳頭癌 7例 , 未分化癌 1例
で あり , 新鮮手術標本 ほ濾胞腺腫11例 , 腺腫様甲状腺腫 6例,
乳頭癌1 5例 , 濾胞癌 1例 , 未分化癌1例 であ っ た (表1).
‡ . 方 法
1 . D N A抽出
穿刺吸引細胞か ら の D N Aの 抽出ほ Fein m e ss erら15)の 方法
を 用 い , 吸 引物 を 5 00/上l の 溶 解緩衝液 (P C R反 応緩衝液
【10m M Tris-H Cl(pH 8.3), 50m M 塩化 カ リ ウ ム , 1.5m M 塩 化 マ
グ ネ シ ウ ム , 0 . 0 0 1% ゼ ラ チ ン】, 0.45 %ノ ニ デ ッ ト P 40
(Bo ehringerM a n nheim , M a n nheim , Ger m a ny),0.45 % トウ ィ ー
ン2 0(Boehringer Man nheim), 100FLg/ml プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K
(Bo ehringer M a n nheim) に56 ℃ で 4時間保温後, 1 0 0 ℃で 10
分間加熱 し, 30～ 80/Jl を P C Rに 使用 した . また , 新鮮手術標
本 の D N Aの 抽出は D ＼A抽出キ ッ ト (Str atagen e, Califor nia,
しS A)を 使用 し, 40～ 250mg の 標本 を粉砕 し , 蛋 白分解酵素 ,
R Na s eで 分解後 , D N A をエ タ ノ ー ル で 沈 殿 し , T E緩衝液
(1 0m M Tris- H Cl,0.1m M E D T A)に 溶解 し, 1～ 80FLl をP C Rに
用 い た .
2 . P C R
H-, K- , N- r a S遺伝子そ れ ぞれ の コ ド ン (c odo n)12 とコ ド ン
61に 関 して P C R法16jを行 っ た . プ ラ イ マ ー ほ r d ∫プ ロ ー ブ プ
ラ イ マ ー セ ッ ト (和光 , 大 阪)を 使用 した (表2). 各標本 よ り抽
Tablel. Histologic alchara cteristics ofthyroidn e opla s m s
Cytolo盲y
bistolog ァ
Nu mbe r of sa mple s
Aspir ated c ells Re s e cted tu m ors
Be nign
Follic ula r ade n o mas
A de n o m ato u sgoiters
M align a nt
Papi11ary c a rcin o m a s
Follic ular c ar cin o m a
An apla stic c a rcin o m a s
Table2. Prim ers u sed to sc re e nfor ra spoint m utatio n s
Codo n 01igo n u cleotide s
H- ra S1 2 5
'




c T CA C C T C T A T A G T G G G G T C 5
'
K-ra S1 2 5
P




















T TC A C C T G T A C T G G T G G A T G 5
'
K-r a S61 5
'












c T (‡TA G A G G T T A A T A T C C G C 5
'
日 本人 の 甲状腺腫瘍濫 お ける rβ∫遺伝子点突然変異
出 した D N Aに , 一 対 の プ ラ イ マ ー (500FLg/ml)2FLl, P C R反応
緩衝液 , デオ キ シ リ ボ ヌ ク レ チ オ ド混 合液 [d A TP, d G T P,
d C T P･ d T T P各 500FLM (P ha rm a cia, Up ps ala, Sw ede n)], Taq
D N A ポ リメ ラ q ゼ (Perkin -Elm er Cetu s, Nor w alk, U S A)2.5
単位 を加 え , 滅菌蒸留水に よ り全量 10恥d に 調整 した . 加熱の
際 に起き る反応液の 蒸発を防く-た め , 反応液に 50〃1 の ミ ネ ラ
ル オ イ ル (Sigm a, St. Lo uis, U S A) を 重層 し た . 反 応 に ほ
D N Aミ ニ サ イ ク ラ ー (MJ Re s e ar ch, M as s achu s etts, U S A)を
使用 し, 熱変性 を94 ℃, 1分 間 , ア ニ ー リ ン グ を55 ℃, 1分
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間 , D N Aの 伸長を72 ℃L, 2分間と し, こ れを 1 サ イ ク ル と して
30サ イ ク ル 繰 り返 した . 反応終了 後 , ク ロ ロ ホ ル ム 10恥1 を加
え 振逸 し , 上 層に 増 幅後 の D NA 溶液 を 得 た . D N A溶液
1 0plを , 3%低融点 ア ガ ロ ー ス ゲル (FM C, Rockland, U S A)に
D N A分子量 マ ー カ ー 9(和光)と共に 電気泳動 し, 紫外線照射
に よ り約1 00塩基 の 長さ を持 つ 蛍光バ ン ドを 確認 した .
3 . ス ロ ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
増幅 した D N A 2〟1 を , ス ロ ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー
シ ョ ン 法'7) に 使 用 し た . D N Aを ナ イ ロ ン 膜 (A m e rsha m,
Table3･ A lle e-SPe Cific oligo n u cle otide probes u s ed to s cre e nfor r a sge n e point
m utatio ns
Codo n O ligo n ucle otide s Amin o acids coded fo rby
the wi 1da nd m uta nt codo n s







Kィ α∫1 2 G T GG A G C T G G T
N-raS 12 G GA G C A G G T





Aspa ra亡ic a cid
Ala nin e























K,raS 61 A C A GC A G G T C A A G A G
















Gluta mic a cid
Ter min atio n c odon
Lysin e





TA Gluta min e
T A A Ter min ation c odo n
A A A Lysine
G A A Gluta mic acid
C T A Le u cin e
C CA Pr olin e
C GA Arginin e
C AT Histidine
C A C Histidin e


















Fullsequ e n c e of wildtype oligo n u cle otide pr obe sis show n . Listed belo w the m a re
C Odo n swith the ap pr opriate slngle ba s e s ubstitutio n s.
1畠
Bu ckingharn shir e. U K ) 上に H Y B RI-S L O T Manifold(B R L･
Gaithersburg . しS A)を 使用 L ブ ロ ッ テ ィ ン グ を行い , 80 ℃, 2
時間加熱固定 した . 汁 t K-･ N-r d ∫コ ド ン1 2 では正 常型以外 に 6
種項の 点突然変異 の プ ロ ー ブ を , また コ ドン 61 で は 8種頼 の 点
突然変異の プ ロ ー ブ を 剛 ､た . プ ロ
ー ブは 用 ∫ プ ロ ー ブ プ ラ イ
マ ー セ ッ ト(和光)を使 用 した (衰 3 ). ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン
は エ ン ハ ン ス ドケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス (e nha n c ed che mi 1u min e
-
sc e n c e. E C L)3
,
一オ リ ゴ ラ ベ リ ン グ ･ 検 出 シ ス テ ム (A m er sh-
a m) を 使い . Am e rsha m 社 の プ ロ ト コ
ー ル に 従 い プ ロ p ブ の
3
･
末端 を フ ル オ し セ イ ン 修 飾 デ オ キ シ ウ リ ジ ン 三 リ ン 酸
(de o xyuridin e5
】
-tripho sphate l dt:T P) で標識 し , ハ イ プ リ ダイ
ゼ ー シ ョ ン を42 ℃, 2時間行 っ た . 洗浄は 各プ ライ マ
ー ごと に
条 件を 変 え て 行 い , ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ
(hors er adish pero xida s e. = R P)標識抗フ ル オ レ セ イ ン 抗体 と検
出試薬を用 い て 化学発光 を発生 さ せ , そ れ を X 線 フ ィ ル ム
(Kodak. New York. U S A) に10～ 30分東光 させ て 記録 した ･
N - r a ぶ
codon12







t . p C R産物の確認
穿刺吸引細胞 と新鮮手術標本の そ れ ぞれ か ら得 られ た D ＼A
に 対 して PC Rを行 い , P C R産物 と分子量 マ
ー カ ー を ア ガ ロ ~
ス ゲ ル に 電 気泳動 L た(図1 ). 穿刺吸引細胞 , 新鮮手術標本い
ずれ の PC R産物も同 じ ように 約100塩基の 長 さを 持 つ D ＼A断
片を認め , 穿刺吸 引細胞か ら得 られ た 微量の D N A か らも ,
~
度の P C Rで 充分な 増幅が か か っ て い る こ と が確認 され た ･
l . ス ロ ッ トプ ロ ･ソ トハ イ プリダイ ゼ
ー シ ョ ン
1 . 新鮮手術標本
1) 良性腫瘍 (図 2)
濾胞腺踵の 1 例で , H-7･d∫ コ ド ン61の 検討 に お い て , 正 常型
(C A G)の プ ロ
ー ブ に 加 えて 点突然変異 (C G G)の プ ロ ー ブ へ の
結合 を認め , C A G→ C G G ( グル タ ミ ン
→ ア ル ギ ニ ン) の 点突然




Fig.1･ Aga r os egelelectr ophr e si of P C
R-a mplified D N A･ F N A･ fin e-n e edle a spir atio n･
Table4. Pre valenc e of ra spoint m utatio n sin thyr oidn e oplas m s
Histolog y Nu mber of
c as e s e x a mined
Be nign
Follic ula r ade no m a s
A de n o m ato u sgoite rs
Malign a nt
Papillary carcin o m as
Fo11icular ca rcin o m a
Anaplastic c arcin o m a s
Nu mber(%)of
c a s e swith m utatio n s


























Fig. 2▲ Sequenc e
- SPe Cific oligo n u cle otide hybridiz atio n of P C R-a mPlified D N A fro m s urgic ally-r eS e Cted be nign ne opla s m sto
probe sforH-raS C Odo n61a nd K-ra S C Odo n12･ T he m ut a nt probe forHTra S C Odo n61 (arginin e･ Arg) hybridiz ed t oD N A fr o m
c a se5 0f fo11ic ular ade n o m a
,
a nd the m u ta n tprobefor K-r a S C Odo n12(a spar atic acid, Asp) hybridized t oD N A fro m c a se2 0f
ade n o m ato u sgoite r. Gln , gluta min e ;Lys. 1ysin e ;Gly , glycine: Cys , CySt ein e･
Table5. Patie nts as sociated with ras m utatio n s
Patie nt Age Se x Histolog y Tu m o r siz e M eta stasis
L}
n u mber bTe arS) (c m)
M utatio n
Site Codo n
1 7 3 F Follic ular ade n o m a 3.5×2.5
2 62 F A de n o m ato u sgoiter 2×1.4
3 43 M Follic ula T CarCin o m a 4×2.5
H-r aS C Odo n61, C A G→ C G G
(Gln → Arg)b)
K-r a ∫ C Odo n12, G G T→ G A T
(Gly → Asp)
b)
H- ra S C Odo n61. C A G→ C G G
(G h→ Arg)
b)
F, fe m ale; M , m ale; G ln, gluta min e; Arg, arginine; Gly, glycin e; Asp, aSParatic a cid･
1l
-
, n O m etaSta Sis .
b) A min o acids c oded forby the wilda nd m utant codo ns ar e sho w nin bra ckets･
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へ の 結 合は 認め ず ‥ 点突然変異は検出されなか っ た . 一 方腺腫
様甲状腺踵 で は . K-ra Sコ ド ン12 で l例 の み , 正 常 型 の G G T
の プ ロ ー ブ に 加 え て 点突然変異 の GA Tの プ ロ ー ブ で も結合を
認め , G G T→ G A T(グ リ シ ン → ア ス パ ラ ギ ン 酸)の 点突然変異
が検出 され た . しか し , 他の コ ド ン で 変異型の プ ロ ー ブ へ の 結
合は 認め な か っ た .
2) 悪性腫瘍(図3)
●
濾 胞癌 の 1例で , H≠ 那 コ ド ン 61の 検 討に お い て 正常型 の
C A Gの プ ロ ー ブ に 加 え て点突然変異の C G Gの プ ロ ー ブ に 対
して も結合を認め , C A G→ C G G(グル タ ミ ン → ア ル ギ ニ ン) の
点突然変異が検出 され た . しか し, 他 の コ ドン で は 変異型の プ
ロ ー ブ へ の 結合 は認 めなか っ た . ま た乳頭癌15例 , 未分化癌 1
例 で は全例正常型 の プ ロ ー ブ へ の 結合 しか認 めず , 変異 r α∫ 遺
伝子は検出さ れ なか っ た .
2 . 穿刺吸引細胞(図4)
乳頭痛 7例 , 未 分化癌 1例とも , H - , K- , N･r d ∫コ ド ン12 と61
で , 新鮮手術標本の 場合と同 じく正常型の プ ロ ー ブ で は結合 を
認めた が , 変 異型 の プ ロ ー ブ で ほ結 合を認ず変異 r α∫遺伝子は
検出され なか っ た .
Ⅲ . H - , K - , N - r α∫ 遺伝 子の コ ド ン1 2 と6 1 の突然変異 (表
4)
穿刺吸引細胞と新鮮手術標本の 結果を合 わせ る と , 良性腫瘍
で は濾胸腺踵11例中 1例(9 %) に , 腺踵様甲状腺腫 6例中1例
(1 7 %) に 点突然変異 を認 め た . しか し, 悪性腫瘍 では , 濾胸痛
1 例に 点突然変異を認 めた の み で , 乳頭癌 , 未分化癌で は 変異
rα∫遺伝 子は検出され なか っ た .
Ⅳ . 点突然変異 が認 められた症例 (表 5 )
H-r α∫ コ ドン 61 に点突然変異を詠め た 濾胞腺歴と , K-r α∫ コ
邑づ6 1 粍領空
W itd




(L.ys) (Arg) 〈G吋) (Cys〉 くAsp〉
Fig. 3･ Hybridiz atio n of P C R
-a mplified D N A fr o m s urglC a11y
-r e Se Cted m aligna nt n e opla s m sto probesfor H-r a S C Odo n61a nd K-
ra s c od n1 2. T he m uta nt pr obe for H-ra S C Odo n61(a rginin e, Arg)hybridiz ed to D N A fr o m c ase I of follic ular c ar cin o m a･
Gln, gluta min e; Lys,1ysin e; Gly, glycin e; Cys･ CyStein e; Asp, aSpar
atic a cid･
日本人の 甲状腺腫瘍に おけ る rα∫遺伝子点突然変異
弼窃瑠 臆頂崇
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劾 闇麟鋸覿 馴 開 聞 廟癖 徽 臥 ∴ 瑠 ∴ ■喪
聯妻誓感
風ÅG G G G G G 甘 T G T G A T
ぐLys) (Ar蛮 (G吋き (Cys〉 くAsp)
Fig･ 4･ Hybridizatio n of P C R-a mPlified D N A fr o m aspir ated tu m or c eus to probe sforH-r a S C Odo n61a nd K-raS C Odo n12. In a11
C a S e S, D N A hybridiz edto o nly wild-ty pe PrObes･ Gln･ gluta min e; Lys, lysin e; Arg▲ arginin e :Gly, glycin e; Cys, CyStein e; Asp,
a spa ratic acid.
ド ン1 2に 点突然変異を認め た腺應様甲状腺魔の 症例は , 突然変
異を お こ さ なか っ た 他の 濾胸腺腰や腺應様甲状腺腰 の 症例と比
べ て , 臨床像に 特異な点 ほ なか っ た . また H-r d ∫コ ド ン61の 点
突然変 異 を認 め た 濾 胞癌 の 症例 で は ト 腫 瘍 の 大 き さ ほ
4×2.5c m と や や 大き か っ た が , 転移は 認め なか っ た .
考 察
尺α∫ 遺伝子 は H-, K-, N-r d ∫の 3種類か らな る遺伝子 フ ァ ミ
リ ー を 形成 して い る . そ の 遺伝 子産物ほ分子量21,000の 蛋白質
(p21) で細胞膜の 内側に 局在す る . p21 ほ G T P, G D Pに 結 合
し, GT Pを 脱リ ン 酸化 して G D Pに 変え る G T P分解酵素活性
を持 ち ∴細胞 の 増殖お よ び 分化に 関与す る榔 . ま たrα∫ 遺伝子 ほ
12, 13ある い ほ61番目 の コ ドン で の 点突然変異に よ り ア ミ ノ 酸
置換が起 こ ると 活性化さ れ , 細胞の 腫瘍化を引き起 こ すと 考え
られ て い る19). っ ま り 正常 p21の 活 性型 であ る G T P型 ほ
GT P 分解酵 素活性 化蛋 白質 (G T Pas e activ ating pr otein,
G AP) と 結 合 し , G T P分解酵素 の 活性化 に よ り G T P が
G D Pに 脱リ ン 酸化 され 不 活性型 の p21-G D P型 に 変換 され る
が , 変異 した p21ほ , 正常 p21に 比 べ G T P分解酵素活性 が低
い ため , 活性型の p21-G T P型 に 長く と ど ま り , 細胞増殖を促
進 し腫瘍化を引き起 こ す と推定 され て い る2の.
多く の ヒ ト 腫瘍 に お い て r α∫ 遺伝 子の 点突然変異が報告 され
て い るが , 変異の 頻度 と種類は腫瘍濫 よ り異な っ て い る 岬 . E-
r α∫遺伝子変異は膵臓癌の 約90%, 大腸 癌の 約50% , 肺腺 癌 の
約30%に 認め られ て い る . また , 汁rd∫ 遺伝子 変異ほ膀胱癌の
1 0% , 腎癌 の1 0% に , N-m ∫ 遺伝子変異 ほ悪性黒色腫 の 約
1 5%, 急性骨髄性白血病の10～ 70%に 報告され て い る . また ,
大腸癌に お い ては 数種類の 遺伝子変異 が 蓄横 され て 正 常粘膜か
ら腺鷹を経 て 大腸癌に 至 る多段階発癌が 明 らか とな っ て お り ,
r d ∫遺伝子 の 点突然変異は腫瘍化の 初期の 段階 で 起 こ る こ と が
示 さ れて い る21). さて 欧米の 甲状腺腫瘍でもⅠ十, K一, N-r α∫い ず
れ か の 遺伝 子に 点突然変異を認め る こと が報告 され て お り , そ
の 頻度ほ 報告者に よ りさ ま ざま だ が , 濾胞腺腫 で 0 ～ 85% (平
均32%), 腺腫様甲状腺腫 で21% ′ 濾胞癌 で 0 ～ 10 0% (平均
41%), 乳頭癌で 0 ～ 62% (平均17%), 未分化癌で 0 ～ 60%(平
均59%)と な っ て い るT 卜 ‖)22 ト 28-. また 大腸癌 の 場合に 似て , 良性
腫瘍 でも rα∫ 遺伝子変異が認め られ る こ と か ら , 甲状腺 に おい
て も r d ∫遺伝子の 点突然変異は腫瘍形成の 初期 の 段階で お こ っ
て い る こ とが 示 唆され て い る18-.
一 方 , 本邦 で は Yo shim oto ら が , 濾胞 腺鷹2 4例中 5例
(21 %) に 点突然変異を認め るも の の , 乳頭癌26例と未分化癌1
例 で は 変異を認めなか っ た こ と よ り, 日本人で ほ濾胞腺腰 の 一
部 で の み r α∫遺伝 子変異が腫瘍形成 に 関与 して い ると 報告 して
い る
2g)
. 今回 の 我 々 の 検討で も , 腺腫様甲状腺踵1例 ∴濾胞腺
腫 1例, 濾胸痛1例 に 点突然変異を認め た が , 乳頭癌と 未分化
痛で は 変異を認めず , 日本人の 甲状腺腫瘍に お ける rα∫遺伝子
22
点突然変異は欧米に 比 し低頻度で かフ , 変異が認 め られ る組織
塾も限られ て い る可 能性が考え られ た ･
以前よ り , 日本 と欧米 と で 甲状腺癌 の 病理 組織型別の 頻度に
は大きな隔た り が ある こ とが 知 られ て い た . 甲状腺悪性腫瘍登
録集計(1977～ 1988) に よれば , 乳頭癌79.4%, 濾胞癌16･6% ,
未分化癌2.5% , 髄様 癌1.5%と , 日本で は 乳頭癌 の 発生頻度が
高く , 濾胞癌お よび 未分化癌の 頻度 が低い
抑
･
一 九 欧 米 で は
濾胞痛 が20～ 39.3‰ 未分化痛が20～ 25･7%と多く , 乳頭癌 は
25.3～ 51% と少 な い31)32). こ の よ うな 差を 生ず る原因と して ∴環
境因子 , 特 に ヨ ー ド摂取量 の 違い が 重要であ ると 考え られて い
る . すな わ ち ヨ ー ド欠乏地域 では , 乳頭痛が 少な く 濾胞癌 , 未
分化痛 が多 い こ と が 疫学的に指摘 され て お り
12)33)34}
, 実際 ス イ ス
で ほ ヨ ー ド添加食卓塩の 普及に よ り濾胞痛が41･8%か ら29･7%
へ
, 未分化痛が36.9%か ら23.8% へ と著明に 減少 し, 乳頭癌 は
7.8%か ら33.4% と相対的上昇 を認め て い る
Ⅰ2)
･ 日 本 人 は 1 日
1～ 2mg と 欧米人の 約10倍多く ヨ ー ドを摂取す る こ と も
35'
, 乳
頭癌 の 発生が高頻度で , 濾胞癌や 未釧ヒ癌の 発生が低頻度で あ
る こ と の 一 因で ある と考 え られ て い る
矧
. ヨ 岬 ド摂取量 の 差 が ,
甲状腺 の 発癌過程の どの 段階 に 影響する の か に つ い て 興味が も
た れ る と こ ろ で あ るが , 実際 Shiらは ヨ ー ド摂取量 が r α∫遺伝
子の 点突然変異に も影響する 可能性を 示 して い る
28)
t す な わ ち ,
彼 らは ヨ ー ド摂取量 の 異な っ た 二 つ の 地域に お い て , 甲状腺腫
瘍に お ける rα∫遺伝子 の 点突然変異を検討 した結果, 濾胞腺腫
に おける 用 ∫ 遺伝子変異ほ , ヨ ー ド摂取量 1 日 4 6～ 70鵬 の デ
ブ レ ツ ェ ソ (ハ ン ガ リ ー )で は84.6% と高率だ っ た が , ヨ
ー ド摂
取 量1 日190～ 550鵬 の ニ ュ
ー フ ァ ン ドラ ン ド(カ ナ ダ) で は
16.6附 こすぎな か っ た こ と , ま た濾胞癌 での r α∫遺伝子変異は
デ ブ レ ツ ェ ソ で50% で あ っ た が , ニ ュ
ー フ ァ ン ド ラ ン ドで は
10%で あり , さ ら に 乳頭癌で ほ両 地域 とも変異を認め な か っ た
こ とを 報告 し, 濾胞腺経 と濾胞癌 に お い て ほ , ヨ ー ド摂取不 足
が r α∫遺伝 子変異 を介 した 腫瘍化の 要因とな っ て い る可 能性を
示 唆 して い る . した が っ て , 今回 の 結 果で 日本人 の 甲状腺腫瘍
で の r｡ ∫遺伝子変異が低頻度 であ っ た こ と は , 日 本人 の ヨ
ー ド
摂取量が多い こ と を 反映 した もの で ある と推測す る こ とも可 能
か も しれ な い . しか しなが ら, r α∫ 遺伝子変異 を引き起 こ す原
因 と して , ヨ ー ド摂取不 足以外に , 放射線被風 遺伝的素 乱
血 清 T S H濃度 , 感 染 な ど も考 え ら れ て お り
29〉
, 例 え ば
Wright らは 過去の 放射線治療歴 の 有無で甲状腺腫瘍 を分け ,
r α∫ 遺伝子の 点突然変異を検討 した 結乳 変異は放射線治療 歴
の 有るもの で33% , 無い もの で37%と 差が なか っ た が , 濾胞癌
に 限 っ た検討で ほ , K-rα∫ 遺伝子の 変異は放射線治療歴の 有 る
も の で60%と高率で あ っ た が , 治療歴 の 無い もの で は 6 %で あ
り , 放射線が Kで α∫ 遺伝子の 点突然変異を引き起 こ した 可能性
を報告 して い る2丁-. 今回 少数 なが ら 一 部の 症例 で 用 ∫ 遺伝子変
異が認め られ た こ と よ り , 遺伝的素乱 ヨ
ー ド摂取量と は 無関
係な環境因子など他の 因子が r α∫遺伝 子変異を介 した 腫瘍化 に
関与 して い る可 能性も考慮す る必要がある と思わ れ る ･
甲状腺腫瘍 の 診断 と して は超音波倹軋 Ⅹ 線 C T, 核医学的
検査などの 画像診断や穿刺吸引細胞診が用い られ て い る ･ その
.中でも穿刺吸引細胞診 ほ手技が簡単 で安全で繰 り返 し実施でき
質的診断精度が高く最も有用と されて お り , 本法が 用い られ て
か ら甲状腺腫瘍 に対する手術の 比率が減少 し, 手術標本に占め
る癌 の 比率が 上 昇 した とされて い る
13)37 ト 3g}
. 甲状腺腫瘍 に お け
る穿刺吸引細胞診の 偽陰性は 1 ～ 11% , 偽陽性は 1 ～ 8% で 感
度ほ65～ 98% , 特異性は72～ 100%で あり
38
＼ 特に 乳頭癌で は 正
診率は80～ 90% で ある
48ゝ
. しか し濾胞癌 は , 腫瘍細胞 の 被膜浸
潤像や脈管浸潤像 が組織学的に 確認 され るもの と 定義さ れ て お
り , 細胞診に お い て濾胸腺歴と の 区別は 不 可 能で あ る
叫
･ そ こ
で そ れ らを 鑑別す る指標が求め られ てき た . 近年 の 分子 生物学
的研究 の 進歩 に よ り , 甲状腺腫瘍 に おい て も r d ∫遺伝子 の 点突
然変異の 他 に , D NA メ チ ル 化 の 増 肘
2〉
, 染 色体 11q13の 欠
対3), 染色体 3p の 欠対
4)
, 佃 遺伝子 の 活性化
15～
, P53遺伝子 の
点突然変異ヤ な ど多段階発癌に 関与す る遺伝子変異が見い 出 さ
れ てお り
膵 ･
, それ らの 変 異を検出す る こ と に よ り甲状腺腫瘍 の
生物学的悪性度診断が 可能 で あれ ば ‥ 患者に もた ら され る 恩恵
も大き い もの が あ る . 今回 の 穿 刺吸引細胞 を 用 い た 方法 で は
用 ∫ 遺伝子の 変異 は検出 され な か っ た が , 穿刺吸引細胞 を用い
た rα∫遺伝子 変異 の 解析ほ術前遺伝子診断と して施行可能 であ
る こ と が 明らか と な っ た . しか し 用 ∫ 遺伝子の 検討だけで は ,
日本人に おけ る変異陽性頻度が少な い こ とか らそ の 有用性 に は
限界がある と 考え られ た . 他の 遺伝子 に つ い て も穿刺吸引細胞
を用 い た 方法は応用可能 で あり , 今後他 の 遺伝子を含め た 複数
の 遺伝子変異の 検討を行えば術前遺伝子診断 の 有用 性に つ き評
価 でき るも の と思わ れ る .
結 論
甲状腺腫瘍 の H- , K- , ＼- r α∫遺伝子そ れ ぞれ の コ ド ン12 とコ
ドン 61の 点突然変異の 有無 を , 穿刺吸引細胞 と新鮮手術標本を
用 い , P C R法と ス ロ ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 法
を 使 っ て 検討 し , 以下の 結 論を 得た .
1 . 新鮮 手術標本の 良性腫瘍 で は 一 滴胸腺鹿 1例 に H-rαぶコ
ド ン61で C A G→ C G Gの , 腺踵様甲状腺腫 1例に K- ra Sコ ドン
12 で G G T→ G A Tの 点突然変異を認 め た .
2 . 新鮮手術標本 の 悪性腫瘍 で は , 濾胞癌1 例に H-r d ∫コ ド
ン61で C A G→ C G Gの 点突然変異を認 めた が , 乳頭癌と 未分化
癌 では 用 ∫ 遺伝子の 変異 は検出 され な か っ た ･
3 . 穿刺吸引細胞を 用 い た 方法で は , 乳頭癌 , 未分化癌とも
rd ∫遺伝子 の 変異 は検出 され な か っ た ･
4 . 穿刺 吸引細胞 と新鮮手術標本の 結果を合わ せ る と , 良性
腫瘍で は濾胞腺腫11例中1例 (9 %) に , 腺腫様甲状腺腫 6例中
1例(1 7 %)に 点突然変異を認 め た . しか し悪性腫瘍で は濾胞癌
1例 に 点突然変異を認め た の み で , 乳頭痛 と未分化痛で は rα∫
遺伝子 の 変異は検出 され な か っ た t
以上 の 結果 よ り , 日 本人の 甲状腺踵瘍 で は r α∫遺伝子 の 変異
は欧米人 に 比 べ る と少な く , 腫瘍形成 の 上 で r d ∫遺伝子 の 点突
然変異は限 られ た 一 部 の 症例 で の み 関与 して い る 可能性 が考 え
られ た . また , 穿刺吸引細胞 を 用 い た 用 ㌻遺伝子変異の 解析 は
術前遺伝子診断と して 施 行可能 だ が , 日本人 に お け る変異陽性
頻度が少な い こ と か らそ の 有用性 に は限界があ るもの と 思わ れ
た .
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eque ncy ofras on cogen e activatio nby polnt m utatio nsin thyroidne oplas m shasbeen reportedin
European CO un打ies･littleis kno w n abo utwhether thisis the c aseinJapan･ In this study, the &eque ncy of three ras on c oge ne
m u tations(H -ra S, K - raS, and N- raS)in 4 2benign and m align an thyroidne oplasmsin Japan W aSinv estigated. D N Aw as
Obtained fro m34負-eShs urgicaly- re Se Ct edtu m ors(11follicular aden o m as, 6ade no m atousgoiters, 15papilary C ar Cino m as,
O n efbllicular c a rcin o m a, ando n e an aPl sdc c ar Cin o m a), a nd&om 8s amples obtained byBne- needle aspiration(7papilary
C arCin o mas and on e a napl stic c arcin o m a)･ The D NA w asthe n a mplified by PCR and scre enedfbr m utation s using
Oligo nucleotide
-SpeCi Bc hybridizadon･ In s urglCaly-re SeC ted tu m ors, r aS mu tationswer edetected in onefbllic ular ade n o m a,
O n e aden o m atousgoiter, and on efollicular Car Cino m a･ No m utadon w asfound in thepapillary c arcin o m as orthe an aplastic
CarCin o m a･ In s amples obtain ed by 伽 e- n e edle asplratio n, n O m u t atio n w asidenti鮎din splte Ofthere .beingen o ughP CR-
a mplified D N A･ In total, r a S O n C Ogen epOint m utadons w eredetectedin 2 0f 17 be nign lesions(12%), andin o ne of25
malignantlesions(4%). Thepatie nts withm utaio n十pOSitiv elesions sho w ed n odiff erenc esin clinicalchar acteristics舟o m
the pade nt withm utation-n egativ elesions･ Tbes e result indic atethelo w &eque ncy ofr as o n c ogenepoint m utations in
thyroidne oplas m sinJapan･ S ug geSting thatthe activatio nQfra sgen e mayplay only a minor r olein thyr oidtu m ongen esi in
Japa n･ Altho ughpre oper ative ge nediagn osis ofv ario us ne oplas m sby detectingthe ra sgen e m utation u sing PCR
amPli丘cado n m aybe possiblein ter m s oftechnology,its applic ation tothyr oid neoplasmsinJapan W O uld be oflittle use
bec aus e ofitslo wposltlV e r ate.
